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(57) Abstract 



The invention concerns a method and a 
device for cell lysis which consists in contin- 
uously producing a liquid mixture of bacteria 
or eukaryiotic cells and a lysis agent, and in 
immediately causing said mixture to flow in a 
constant flux inside a pipe (7), the flow rate of 
said flux being adapted, according to the pipe 
(7) length and diameter, so as to obtain a sub- 
stantially homogeneous lysate at said pipe (7) 
outlet 



(57) Abrege 4 

ProcSde' et disposiuf de lyse cellulaire 
dans lequel on realise, en continu, un melange 
liquide de bacte*ries ou de cellules eucaryotes et 
d'un agent de lyse, et Ton fait imm6diatement 
ecouler ce melange dans un flux constant a 
rinterieur d'une canalisation (7), le deTrit de ce 
flux etant adapts, en fonction du diametre et de 
la longueur de la canalisation (7), de maniere 
a obtenir un lysat cellulaire sensiblement ho- 
mogene a la sortie (8) de ladite canalisation. 
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Proc6d6 et dispositif de lyse cellulaire 

La prgsente invention a trait d un precede et un dispositif de lyse de 
bacteries ou de cellules eucaryotes, ainsi que d'extraction et de purification 
5 d'acides nucleiques, et notamment de plasmides, d partir de bacteries ou de 
cellules eucaryotes contenant ces plasmides. 

L'obtention de plasmides d'interet, et notamment de plasmides dans 
lesquels ont ete ins6r6s un gene ou une sequence codante d'ADN, est 
effectu6e par multicopie de ces plasmides dans des bacteries aptes a produire 
10 un grand nombre de ces plasmides, et notamment dans certaines souches 
^Escherichia coli hautement productives de plasmides et souvent deja utilises 
en laboratoire ou a Techelle industrielle. 

L'une des applications qui demande une production importante d'un 
plasmide, £ l'6chelle industrielle, est la fabrication de medicaments ou vecteurs 
15 d'interet prophylactique ou th6rapeutique £ base d'un plasmide nu ou associe k 
des moyens de penetration dans les cellules de Thote receveur. De telles 
applications sont d6crites par exemple dans la demande de brevet WO 
90/11092. 

II existe plusieurs techniques de lyse bacterienne permettant I'extraction 
20 des plasmides, suivie d'une separation, et done d'une purification de ces 
plasmides. La technique la plus couramment utilis6e est la technique de lyse 
alcaline qui met en ceuvre un agent de lyse alcalin tel qu'une preparation soude 
+ SDS (dod§cylsulfate de sodium), suivie d'une neutralisation par un agent 
acide, tel que de Tac§tate de potassium. Cet agent de neutralisation a aussi 
25 pour effet de precipiter Tensemble des constituants bacteriens, dont TADN 
g6nomique, le surnageant contenant essentiellement I'ADN plasmidique. Le 
surnageant peut ensuite §tre separe du precipitdt par centrifugation ou filtration 
(Birnboim Methods in Enzymology (1983) 100: 243). La technique de lyse 
alcaline est tout particulferement recommandee pour lyser des bacteries ; mais 
30 elle peut tout aussi bien etre utilis6e pour lyser des cellules eucaryotes. 

Cette technique, qui convient a r§chelle du laboratoire, est p§nible S 
mettre en oeuvre k r6chelle industrielle car le lysat resultant de Taction de 
I'agent alcalin sur les bacteries constitue une suspension tres visqueuse, de 
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sorte que le lysat en train de se former doit §tre homog6n6is6 par agitation. De 
mSme, apr6s neutralisation £ I'acide, une homog6n6isation par agitation est 
necessaire. 

Cette agitation est delicate et elle est effectu6e g6n6ralement de fa$on 
5 manuelle, l'op6rateur agitant doucement les bouteilles ou flacons contenant le 
milieu de lyse. Une agitation insuffisante procure une lyse de mauvaise quality 
alors qu'une agitation excessive tend a morceler I'ADN g6nomique, qui se 
melange par la suite aux plasmides. Dans les deux cas, on observe une 
diminution du rendement en ADN plasmidique. En consequence, le tour de 

10 main de I'operateur est un gage essentiel de r6ussite de l'op6ration. 

Afin d'automatiser le proced6 de lyse, on a d6ja propose, dans le 
document WO 97/23601, de faire passer, en continu, la suspension de cellules 
& lyser et une solution d'un agent de lyse £ travers un meiangeur statique d'une 
longueur suffisante pour parachever la lyse. Le lysat qui en resulte peut ensuite 

15 §tre amene, par une canalisation, & un second meiangeur statique dans lequel 
p6n6tre egalement une solution d'un agent precipitant. 

Un tel proced§ met done en ceuvre un moyen sp6cifique, a savoir un 
meiangeur statique, qui remplace I'agitation manuelle de volumes importants 
par une agitation continue sur toute la longueur du meiangeur. [.'utilisation d'un 

20 tel meiangeur, outre qu'elle demande I'achat, I'entretien et le nettoyage du 
dispositif, impose une dur£e fixe de mise en contact avec I'agent de lyse, sans 
possibility pratique de la contrdler ou de la moduler. De plus, Pagitation 
entretenue dans le melangeur, m§me si elle est preferable d Tagitation mal 
controlee de volumes discontinus, peut provoquer des cassures dans, ou des 

25 degradations de constituants cellulaires et notamment decides nucleiques. 

Un autre proc6d6, d6crit par exemple dans le document WO 96/36106, 
permet egalement d'etablir une lyse en continu, mais cette fois sans utiliser de 
moyens d'agitation. Ce proc6d6 consiste (i) a preparer un melange d'une 
suspension bacterienne et d'un agent, tel que du iysozyme, a laisser incuber ce 

30 melange pendant environ une heure afin de fragiliser la paroi bacterienne, puis 
(ii) d faire passer un flux de ce melange a rinterieur d'une canalisation chauffee 
A forte temperature (70-1 00°C). L'action de la chaleur favorise la lyse. 
L'inconv6nient d'une telle solution est de necessiter un moyen de chauffage a 
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des temperatures eievges et une adaptation de la temperature aux diff6rents 
cas particuliers que Ton peut rencontrer. 

La presente invention se propose de rem6dier a ces inconv6nients et de 
fournir un procede de lyse cellulaire, applicable notamment d 1'extraction et a la 
5 purification d'acides nucl6iques tels que des plasmides d partir de bacteries ou 
de cellules eucaryotes, qui soit susceptible d'etre mis en oeuvre sans 
intervention manuelle et dans des conditions extremement economiques. 

Un autre objectif de I'invention est de fournir un procede qui permet de 
contrdier de maniere extremement precise les conditions et la duree de la lyse 
io et de ('extraction et ceci pour la totality des cellules en presence. 

Un autre objectif est de fournir un precede permettant d'gtablir des 
conditions de lyse sensiblement homoggne pour une population de cellules. 

Un autre objectif est de fournir un procede susceptible d'etre mis en 
oeuvre dans un milieu ferme, £ I'abri des contaminations, ce qui est un 
15 avantage pour la quality pharmaceutique des produits recherch&s, par exemple 
des plasmides. 

Un autre objectif est d'obtenir une reduction de la duree du contact 
cellules / agent de lyse, qui est n6cessaire pour parachever la lyse. 

Un autre objectif est de fournir un dispositif pour la mise en oeuvre de ce 
20 procede, dispositif simple et peu onereux. 

Un autre objectif est de fournir g rechelle industrielle, des preparations 
plasmidiques avec un rendement eleve et sensiblement ameliore par rapport a 
celui des preparations pouvant etre obtenues selon les proc6d6s de Tart 
anterieur. 

25 ^invention repose sur la d6couverte inattendue que Ton peut, moyennant 

le respect d'un certain nombre de parametres, assurer une lyse homoggne et 
controiee de cellules, et notamment de bactgries, par simple melange en 
continu, dans une canalisation usuelle, d'une suspension de cellules avec un 
agent de lyse, malgre la viscosite importante attendue, sans utiliser aucun des 

30 moyens de Tart anterieur tel qu'un meiangeur statique ou des temperatures 
6lev6es. 

^invention a done pour objet un procede de lyse cellulaire dans lequel on 
realise, en continu, un melange liquide de cellules et d'un agent de lyse, et Ton 
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fait immediatement 6couler ce melange sous un flux constant, a Tinterieur d'une 
canalisation, le debit de ce flux 6tant adapte, en fonction du diametre et de la 
longueur de la canalisation, de maniere a obtenir un lysat cellulaire 
sensiblement homogene a la sortie de ladite canalisation. 
5 L'obtention d'un lysat homogene se traduit par une forte chute de la 

turbidite et I'apparition d'un melange transparent d I'oeiL 

De preference, la canalisation presente un petit diametre interne afin que 
le melange se forme presque instantanement de manure homogene, sans qu'il 
se forme de veines liquides s6par6es. Ce diametre peut etre determine 

10 exp6rimentalement. En general, un diametre de I'ordre de 1 cm ou de 
preference inferieur r6pond £ cette definition, et Ton pr6f6re un diametre 
compris entre 2 et 8 mm. 

On doit bien evidemment comprendre que si le diametre et le debit du flux 
sont des elements du procede fixes a I'avance, on peut tout aussi bien adapter 

15 la longueur de la canalisation de maniere £ obtenir I'effet recherche. Par 
exemple pour un diametre et un debit donn6 du flux, il suffit de jouer sur la 
longueur de la canalisation e.g., en utilisant une simple canalisation souple que 
Ton coupe £ la longueur d6sir6e. 

La longueur minimale de la canalisation d partir du point de rencontre de 

20 la suspension cellulaire et de Pagent de lyse, qui est necessaire de parcourir 
pour atteindre l'6tat de lyse, peut etre facilement determin6e par simple 
observation au travers d'une canalisation transparente, de la diminution de la 
turbidite du melange jusqu'd ('apparition d'un lysat transparent a I'oeil. Une 
longueur de canalisation de I'ordre de 10 cm a/quelques metres est en general 

25 convenable. 

L'un des avantages de ['invention consiste dans I'homogeneite du 
melange en cours de lyse (la dur6e de la lyse est sensiblement identique pour 
toutes les bacteries) ; ce qui permet d'obtenir in fine un lysat homogene. Ceci 
est realise par le choix convenable des parametres de invention (diametre, et 
30 longueur de canalisation, debit du flux), sans avoir recours d des moyens 
d'agitation ou de chauffage. 

De preference, le melange de cellules et d'agent de lyse est realise en 
introduisant, dans la susdite canalisation, un flux de cellules, par exemple d'une 
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suspension cellulaire, et un flux d'une solution d'agent de lyse, de sorte que 
Tecoulement du flux de ce melange produit une homog6neisation rapide, qui 
est presque instantanee, si on utilise une canalisation de diametre reduit. 

Uagent de lyse peut etre un agent chimique, par exemple un agent 

5 alcalin, tel qu'une solution soude + SDS, de preference un melange NaOH 0,2 
M / SDS 1 %. Ce peut etre aussi une solution hypotonique par rapport au milieu 
cellulaire, destin&e a provoquer un choc osmotique. Dans le cas ou les 
bacteries sont simplement transferees dans une solution hypotonique, elles ont 
et6 traitees au pr6alable de maniere a ce que leur paroi soit fragilisee, par un 

10 agent tel que du lysozyme. Le traitement par un agent alcalin est 
particulierement adapts & la lyse bacterienne, tandis que le traitement par une 
solution hypotonique convient tout particulierement pour la lyse des cellules 
eucaryotes. 

Dans le cas oti Ton a utilise un agent de lyse alcalin, on pr£fere ajouter au 

is lysat, un agent de neutralisation. En effet, Tajout de cet agent permet d'arrdter 
Taction de degradation Ii6e d Tagent alcalin, une fois obtenue une lyse totale et 
homogene. Dans ce dernier cas, un autre avantage de Tinvention reside dans 
I'exercice du controle de la dur6e pendant laquelle les cellules sont soumises £ 
des conditions de pH fortement alcalines. Ceci permet de mettre tres facilement 

20 en ceuvre les conditions de dur6e optimales aboutissant a une lyse totale et 
homogene en evitant de prolonger Taction de Tagent alcalin au-deia du temps 
necessaire et suffisant pour parachever la lyse afin d'6viter toute action 
deietere en particulier sur TADN. Uagent neutralisant que Ton ajoute au lysat 
arrivant & Textr6mite de la canalisation peut etre de preference, de Tacetate de 

25 sodium ou de potassium, par exemple de Tacetate de potassium 3 M. II est 
avantageusement choisi de fagon a obtenir un pH final proche de 5,5 grdce & 
Taddition d'HCI^N. 

D'autre part, si le but poursuivi in fine consiste e.g. & extraire des 
plasmides, il est souhaitable de separer ces plasmides du reste des 

30 constituants cellulaires. Cette separation est r6alisee en precipitant ces 
constituants cellulaires, y compris TADN g6nomique, en ajoutant au lysat un 
agent precipitant; les plasmides restant alors dans le surnageant. Comme 
agent de precipitation, on peut utiliser Tacetate de sodium ou de potassium, par 
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exemple de Pacetate de potassium 3 M. II est avantageusement choisi de fa?on 
£ obtenir un pH final proche de 5,5 grace £ I'addition d'HCI 12N. 

Un agent de precipitation tel que I'acetate de sodium ou de potassium, 
sert aussi d'agent de neutralisation, lorsque Ton met en oeuvre la technique de 
5 lyse alcaline. 

L'invention a egalement pour objet un procede d'extraction et/ou de 
purification d'acides nucieiques, notamment de plasmides, a partir d'une 
suspension cellulaire, dans lequel (i) on met en oeuvre le procede de lyse selon 
Tinvention afin d'obtenir un lysat cellulaire et, en continu du procede de lyse, (i) 

io on traite le lysat cellulaire par un agent precipitant et/ou neutralisant, afin 
d'obtenir une preparation comportant un surnageant contenant I'ADN 
plasmidique et une phase pr6cipit6e ou floculee contenant la majorite des 
elements cellulaires y compris I'ADN genomique. Pour ce faire, de manfere 
avantageuse, (i) on realise, en continu, un melange d'une suspension cellulaire 

15 et d'une preparation liquide (solution) d'un agent de lyse, en un premier point 
de rencontre determine, £ partir duquel on etablit un flux constant dudit 
melange dans une canalisation, pour homogen6iser le melange de la 
suspension et de I'agent de lyse, (ii) on maintient ce melange dans ce flux 
constant pendant une duree determinee, et a la fin de cette duree (iii) on 

20 ajoute, en un second point de rencontre determine, une solution d'un agent 
precipitant ; ladrte duree etant determinee par la distance separant lesdits 
premier et second points de rencontre et par la Vitesse de deplacement du 
melange (ou debit lineaire) sur cette distance. Une fois la precipitation 
effectuee, on procede, d'une fa?on quelconque, & la separation des plasmides 

25 restes dans la surnageant d'avec le reste des elements cellulaires precipites ou 
flocuies. 

Ce proc6d6 d'extraction plasmidique peut avantageusement etre mis en 
oeuvre de la fagon suivante : 

(i) on etablit un flux de la suspension cellulaire dans une premiere 
30 canalisation ; 

(ii) on etablit un flux de I'agent de lyse en solution dans une deuxieme 
canalisation qui se jette dans la premiere canalisation (ou vice-versa) en 
un premier point de rencontre pour former une troisieme canalisation ; 
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(iii) on etablit un flux cTun agent precipitant dans une quatrieme canalisation 
qui se jette dans la troisieme canalisation (ou vice-versa) en un deuxfeme 
point de rencontre situe en aval du premier point de rencontre, pour 
former une cinquieme canalisation ; 

5 (iv) on etablit un flux du melange cellules/agent de lyse realise au premier 
point de rencontre, dans la troisieme canalisation (comprise entre le 
premier et le deuxierne point de rencontre) & un debit lineaire adapte en 
fonction du diametre et de la longueur de la troisieme canalisation, de 
maniere a permettre l'homogen6isation du melange et I'obtention d'un 

10 lysat cellulaire sensiblement homogene au deuxieme point de rencontre ; 

et 

(v) dans la cinquieme canalisation, on etablit un flux de la preparation 
obtenue au second point de rencontre, par melange du lysat cellulaire 
avec I'agent de precipitation ; et 
15 (vi) on r6cup6re & la sortie de la cinquieme canalisation une preparation 
comprenant un surnageant contenant I'ADN plasmidique et une phase 
precipitee ou floculee contenant la majorite des elements cellulaires y 
compris PADN genomique. 

Par la suite, on peut en outre proceder, de maniere quelconque, a la 
20 separation du surnageant d'avec la phase precipitee ou floculee, de preference 
en continu de retape (vi) de recuperation. 

Le tableau suivant indique d titre d'exemple diverses conditions 
exp6rimentales ( longueur de canalisation, diametre, debit, dur6e de mise en 
contact avec Tagent de lyse alcalin) qui permettent d'obtenir une lyse 
25 bacterienne complete et homog6ne, par la technique de lyse alcaline. Les 
concentrations bacteriennes et d'agent de lyse restent identiques d'un essai d 
I'autre. 
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1 nnniiAiir Ho la 

Canalisation 


uiameire 


ueDit 


uuree ae mise en contact 
avec 1'agent de lyse 


28 cm 


0,3 cm 


160 ml/min 


2 secondes 


26 cm 


0,7 cm 


160 ml/min 


15secondes 


85 cm + 
reservoir de 500 ml 


0,7 cm 


160 ml/min 


4 minutes 



Le temps n6cessaire pour obtenir une lyse complete et homogene, 
compte tenu des proportions usuelles de suspension et d'agent de lyse peut 
5 etre tres substantiellement reduit et meme inferieur a une ou plusieurs minutes, 
par exemple 5 min et meme ramenee d des valeurs aussi faibles qu'une ou 
deux secondes, contrastant avec la dizaine de minutes necessaire dans Tart 
anterieur. 

On comprend egalement que Ton assure, grace a I'invention, des 
10 conditions de lyse, de precipitation et/ou de neutralisation totalement 
homogenes dans le temps, sur I'ensemble de la suspension cellulaire que Ton 
fait couler d travers la canalisation. 

La proportion des debits, et done des volumes m6lang6s repond de 
preference aux definitions suivantes : 
15 - suspension bacterienne / agent de lyse (par exemple melange soude + 

SDS) : comprise entre 1/4 et 3/4, et de preference de I'ordre de 1/2, 

- agent alcalin de lyse / agent acide neutralisant, de preference acetate 
de potassium : comprise entre 1 et 2 et de preference de I'ordre de 1,3. 

De preference la concentration de la suspension bacterienne est de 
20 I'ordre de 170 grammes (en poids humide de bacteries) / litre d'un tampon 
classique (par exemple Tris EDTA) + glucose. 

De preference, la suspension cellulaire est conserv6e d basse 
temperature et dirigee a cette meme temperature dans la canalisation vers le 
point de rencontre avec I'agent de lyse, cette temperature etant de preference 
25 de I'ordre de 4°C. L'agent de lyse peut etre maintenu et vehicuie £ temperature 
ambiante et Tagent precipitant et/ou neutralisant est de preference maintenu £ 
basse temperature, telle que 4°C. 
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L'invention a 6galement pour objet un dispositif pour la mise en ceuvre de 
ce proc6de t caract6rise en ce qu'il comporte, 

a partir d'une source de suspension cellulaire, telle qu'un reservoir, une 
canalisation permettant I'etablissement d'un flux de suspension cellulaire, 
5 - a partir d'une source d'un agent de lyse telle qu'un reservoir, une 
deuxieme canalisation permettant I'etablissement d'un flux de I'agent de 
lyse, lesdites premiere et deuxieme canalisations aboutissant £ un 
premier point de rencontre dans lequel elles debouchent Tune dans 
I'autre, 

io - une troisieme canalisation de petit diametre et de longueur determin6e 
s'6tendant £ partir dudit premier point de rencontre, 
et des moyens, tels que des moyens de pompage, pour I'etablissement 
des flux dans lesdites canalisations ; 
la longueur, le diametre et le debit dans ladite troisieme canalisation etant 
is adaptes de manfere £ obtenir un melange sensiblement homogene aboutissant 
£ un lysat sensiblement homogene. 

Le dispositif peut, en outre, com porter : 

£ partir d'une source d'agent neutralisant et/ou precipitant, telle qu'un 
reservoir, une quatrieme canalisation aboutissant £ un second point de 
20 rencontre a I'extremite de ladite troisieme canalisation de fa?on que les 

canalisations debouchent I'une dans I'autre, ladite troisieme canalisation 
ayant une longueur determinee par la distance entre ledit premier point de 
rencontre et ledit second point de rencontre ; 

£ partir dudit second point de rencontre, une cinqufeme canalisation de 
25 petit diametre aboutissant £ des moyens de recuperation et/ou de 

separation ; et 

et des moyens, tels que des moyens de pompage, pour I'etablissement 

des flux dans lesdites quatrteme et cinquieme canalisations. 

De pr6f6rence toutes les canalisations ont de petits diametres tels que 
30 definis precedemment. 

Les petits diametres desdites canalisations peuvent etre identiques ou 
diff6rents. Les differences de diametre entre canalisations peuvent etre 
determinees par les moyens d'etablissement des flux. 
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Les moyens d'6tablissement des flux peuvent avantageusement etre des 
pompes, de preference une ou plusieurs pompes p6ristaltiques permettant 
d'etablir, dans les d'rfferentes canalisations, les debits, et done, compte tenu 
des diam&tres des canalisations, les vitesses d6sirees. 
5 De fa?on avantageuse on peut utiliser, pour I'etablissement de deux ou 

plusieurs des flux, une mSme pompe, par exemple, une pompe peristaltique & 
plusieurs canaux paralieies, de fagon a assurer, y compris en cas de variation 
intempestive de debit de la pompe, une proportionnalite constante entre lesdits 
flux. 

10 Bien entendu, si les quantites £ traiter sont particulterement importantes, 

Pagencement des canalisations selon I'invention peut etre dedoubie, triple ou 
multiplte, avec de preference, des moyens d'etablissement de flux, tels qu'une 
pompe, uniques ou plusieurs pompes solidarisees de fagon £ maintenir, en 
toute circonstance, une proportionnalite constante des flux dans chacune des 

is installations. 

Le debouche d'une canalisation dans I'autre au niveau d'un point de 
rencontre peut s'effectuer selon un angle quelconque. G6n6ralement on 
prefere que Tune des canalisations debouche sensiblement 
perpendiculairement dans I'autre mais on peut 6galement incliner les axes des 
20 d6bouch6s. 

De preference on ne pr6voit aucun moyen particulier d'homogeneisation 
tel que chicane ou obstacle dans la canalisation au niveau des points de 
rencontre ; ni de moyen de chauffage permettant d'atteindre de fortes 
temperatures (sup6rieures a 60°C). 

25 De fagon avantageuse, le dispositif selon I'invention peut comporter des 

moyens d'etablissement et de contrdle des temperatures de fagon a maintenir 
les sources dans les temperatures requises. Notamment pour la suspension 
cellulaire, 1'installation peut etre agenc6e de fagon que la basse temperature 
soit maintenue non seulement dans la source mais egalement dans la premiere 

30 canalisation jusqu'au point ou debute la lyse. 

Une installation selon I'invention permet, par exemple, de traiter un 
volume de suspension bacterienne de I'ordre de 1 a 5 litres par heure. 
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Le melange obtenu en aval du premier point de rencontre pr6sente une 
grande homog6neit6 pendant toute la duree du traitement, de mdme que le 
melange neutralise en aval du deuxieme point de rencontre, de sorte que les 
moyens de separation permettant de s6parer, d'une part, les plasmides restant 
5 en solution, et, d'autre part, les autres elements cellulaires precipes ou 
flocuies, travaillent dans des conditions constantes et contribuent & I'excellente 
reproductibilite de la preparation plasmidique purifiee finale. 

Par ailleurs on ameiiore notablement le rendement final qui peut depasser 
50 mg de plasmide pour 100 g de bacteries. 
10 D'autres avantages et caracteristiques de 1'invention apparattront d la 

lecture de la description suivante, faite d titre d'exemple non Hmitatif et se 
referant au dessin annexe dans lequel la figure unique represente une vue 
schematique d'un dispositif de mise en ceuvre du proc6d6 selon 1'invention. 

La suspension bacterienne a lyser est une suspension provenant d'une 
15 culture d'une souche de E. coli dans laquelle a 6te multiplie un plasmide tel que 
le plasmide pUC18 en tampon Tris EDTA avec une concentration bacterienne 
de I'ordre de 200 g (poids humide) par litre. 

Le melange soude-SDS est un melange NaOH 0,2 M / 1 % SDS. 

La solution d'acetate de potassium utilisee comme agent neutralisant est 
20 a 3 M ; pH 5,5. 

Le dispositif represente sur la figure comprend un premier recipient 1 
contenant la suspension bacterienne. A ce recipient sont associ6s des moyens 
de maintien d une temperature de I'ordre de + 4°C (non representes) et des 
moyens d'agitation 2 permettant de maintenir I'homogeneite de la suspension. 
25 A partir de la source 1 s'etend une canalisation souple en silicone ayant 

un diametre interne de 2,06 mm et formant le premier tronpon de canalisation 
3. 

Le m&lange soude-SDS est contenu dans un reservoir 4 a partir duquel 
s'6tend une seconde canalisation, 5 de diamfetre interne 3,17 mm et realis6e 
30 dans le m§me materiau souple. A ('emplacement 6 ou se trouve le premier 
point de rencontre la canalisation 3 d6bouche perpendiculairement dans la 
canalisation 5 de sorte qu'a cet emplacement se forme un melange provoquant 
la lyse rapide des bacteries. A partir du point 6 s'etend un troisieme tronpon de 
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canalisation, 7 jusqiTau point 8 formant le second point de rencontre, la 
longueur de la canalisation 7 etant de 0,8 metres. Cette canalisation 7 pr6sente 
un diam6tre interne de 7 mm (modulable). 

La solution d'ac6tate de potassium est contenue dans un reservoir 9 d 
5 partir duquel s'etend une quatrieme canalisation 10 egalement en mature 
souple ayant un diametre interne de 2,79 mm d6bouchant dans la canalisation 
7 au point de rencontre 8, egalement perpendiculairement d la canalisation 7. 

Le recipient 9 est assocte egalement d des moyens de maintien £ basse 
temperature + 4°C. 

10 A partir du second point de rencontre 8 s'etend une cinquieme 

canalisation 11, form6e par la suite de la canalisation 7, cette canalisation 11 
aboutissant a un reservoir de recuperation 12. 

On comprend que les diametres des trois canalisations 3, 5 et 10 sont 
dans des rapports tels que les proportions des sections internes des 
is canalisations assurent, pour une mdme Vitesse de circulation des liquides, les 
proportions de melange souhaitees. 

En consequence les canalisations souples 3, 5 et 10 peuvent passer a 
travers une pompe p6ristaltique unique 13 dont la partie rotative 14 assure 
I'etablissement des flux dans les susdites proportions dans les trois 
20 canalisations 3, 5 et 10. 

L'etablissement des debits dans les proportions souhaitees dans les 
canalisations 3, 5 et 10 determine bien entendu la valeur des debits en aval 
dans les canalisations 7, et 1 1 . 

Les debits ainsi obtenus sont respectivement de 160 ml/min dans 7 et 
25 244 ml/min dans 1 1 . 

Les bacteries sont soumises d Taction du melange soude + SDS pendant 
toute la duree du trajet du liquide dans la canalisation 7, entre les points 6 et 8. 
Cette duree, dans Texemple choisi, est de 15 sec. 

On obtient finalement, dans le recipient de recuperation 12, une 
30 preparation lysee comprenant deux phases, a savoir une phase soluble claire 
contenant les plasmides, sensiblement exempte d'eiement cellulaire et une 
phase superieure insoluble contenant sensiblement les elements cellulaires. 
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La separation de ces deux phases est effectu6e ensuite par des 
techniques classiques de filtration ou de centrifugation et la purification des 
plasmides peut encore §tre poursuivie selon les methodes usuelles. 

A titre de verification on a proc6d§ £ une 6lectrophor6se comparative des 
5 solutions de plasmide obtenues apres lyse alcaline, sort en flux continu (comme 
d6crit dans I'exemple ci-dessus) soit par agitation manuelle pendant 10 min (les 
quantites de bacteries utilisees dans les deux cas gtaient similaires). La 
r6v6lation du gel d^lectrophordse met en evidence la sup6riorite du proc6d6 en 
continu dans la mesure ou la teneur en plasmides est accrue et celle des 
io impuretes plus faible. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de lyse cellulaire selon lequel on realise, en continu, un melange 
liquide de cellules et d'un agent de lyse, et Ton fait imm6diatement 6couler 
5 ce melange sous flux constant a I'interieur d'une canalisation, le debit de 

ce flux etant adapts, en fonction du diam&re et de la longueur de la 
canalisation, de manure & obtenir un lysat cellulaire sensiblement 
homogene a la sortie de ladite canalisation. 

10 2. Proc6d6 selon la revendication 1, dans lequel la canalisation pr6sente un 
diam6tre r6duit facilitant I'homogeneisation tr£s rapide du melange. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 et 2, dans lequel ledit petit 
diam^tre est de Pordre de 1 cm ou inferieur. 

15 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, dans lequel ledit petit diametre est 2 & 8 
mm. 

5. Proced6 selon Tune des revendications 1 d 4, dans lequel le melange de 
20 cellules et d'agent de lyse est r6alis6 en introduisant, dans la susdite 

canalisation, un flux d'une suspension de cellules et un flux d'une solution 
d'agent de lyse. 

6. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 & 5, dans lequel Tagent de lyse 
25 est de nature alcaiine. 

7. Proc6d6 selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que Pagent de lyse est 
un melange soude/SDS. 

30 8. Proc6d6 selon la revendication 6 ou 7, dans lequel on ajoute un agent 
neutralisant au lysat cellulaire arrivant a I'extr6mit6 de la canalisation. 
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9. Proc6de selon la revendication 8, dans lequel I'agent neutralisant est de 
I'acetate de sodium ou de potassium. 

10. Procedg selon Tune des revendications 1 £ 5, dans lequel I'agent de lyse 
est une solution hypotonique. 

11. Procede d'extraction d'ADN plasmidique £ partir de cellules contenant 
ledit ADN, dans lequel (i) on met en oeuvre un proc6de de lyse selon Tune 
des revendications 1 a 7 et 10 afin d'obtenir un lysat cellulaire, et en 
continu du proc6d6 de lyse, (ii) on traite le lysat cellulaire par un agent 
precipitant et/ou neutralisant, afin d'obtenir une preparation comportant un 
sumageant contenant I'ADN plasmidique et une phase pr6cipit6e ou 
flocul6e contenant la majorite des elements cellulaires, y compris I'ADN 
genomique. 

12. Precede d'extraction selon la revendication 1 1 , dans lequel : 

(i) on etablit un flux de la suspension cellulaire dans une premiere 
canalisation ; 

(ii) on etablit un flux d'un agent de lyse dans une deuxieme canalisation 
qui se jette dans la premiere canalisation (ou vice-versa) en un 
premier point de rencontre pour former une troisieme canalisation ; 

(iii) on etablit un flux d'un agent precipitant dans une quatrieme 
canalisation qui se jette dans la troisieme canalisation (ou vice- 
versa) en un deuxieme point de rencontre situ6 en aval du premier 
point de rencontre, pour former une cinquieme canalisation ; 

(iv) on etablit un flux du melange cellules / agent de lyse realise au 
premier point de rencontre, dans la troisieme canalisation (comprise 
entre le premier et le deuxieme point de rencontre) a un debit adapte 
en fonction du diametre et de la longueur de la troisieme 
canalisation, de maniere a permettre I'homogeneisation du melange 
et I'obtention d'un lysat cellulaire sensiblement homogene au 
deuxieme point de rencontre ; et 
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(v) dans la cinquieme canalisation, on etablit un flux de la preparation 
obtenue au second point de rencontre, par melange du lysat 
cellulaire avec I'agent precipitant ; et 

(vi) on r6cup6re a la sortie de la cinquieme canalisation une preparation 
comportant un surnageant contenant I'ADN plasmidique et une 
phase pr6cipit6e ou flocuiee contenant la majority des elements 
cellulaires, y compris I'ADN g6nomique. 

13. Precede selon la revendication 12, dans lequel la longueur de la 
canalisation entre le premier et second point de rencontre est de I'ordre 
de 10 cm & quelques metres. 

14. Proc6d6 selon la revendication 11, 12 ou 13, dans lequel I'agent 
precipitant et/ou neutralisant est de I'acetate de sodium ou de potassium. 

15. Precede selon Tune des revendications 11 £ 14, dans lequel (vii) on 
precede en outre £ la separation du surnageant d'avec la phase pr6cipitee 
ou flocuiee, en continu de retape (vi) de recuperation. 

16. Precede selon Tune des revendications 1 £ 15, dans lequel les cellules 
sont des bacteries. 

17. Precede selon Tune des revendications 1 d 15, dans lequel les cellules 
sont des cellules eucaryotes. 

18. Dispositif pour la mise en oeuvre du precede selon Tune des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce qu'il comporte, 

£ partir d'une source de suspension cellulaire, telle qu'un reservoir, 
une canalisation permettant retablissement d'un flux de suspension 
cellulaire, 

a partir d'une source d'un agent de lyse telle qu'un reservoir, une 
deuxieme canalisation permettant retablissement d'un flux de I'agent 
de lyse, lesdites premiere et deuxieme canalisations aboutissant a 
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un premier point de rencontre dans lequel elles debouchent Tune 
dans i'autre, 

une troisfeme canalisation de petit diamdtre et de longueur 
d6terminee s'6tendant & partir dudit premier point de rencontre, 
5 et des moyens pour P6tablissement des flux dans lesdites premiere, 

deuxteme et troisi&me canalisations ; 
la longueur, le diam£tre et le d6bit dans ladite troisteme canalisation 6tant 
adapt6s de manfere a obtenir un melange sensiblement homogdne 
aboutissant a un lysat sensiblement homogdne. 

10 

19. Dispositif selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comporte, en 
outre : 

a partir d'une source d'agent precipitant, telle qu'un reservoir, une 
quatrieme canalisation aboutissant d un second point de rencontre d 

15 I'extr6mite de ladite troisidme canalisation de fa$on que les 

canalisations d6bouchent Tune dans I'autre, ladite troisfeme 
canalisation ayant une longueur d6termin6e par la distance entre 
ledit premier point de rencontre et (edit second point de rencontre, 
a partir dudit second point de rencontre, une cinqufeme canalisation 

20 de petit diam6tre aboutissant d des moyens de recuperation et/ou de 

separation, et 

et des moyens pour l'6tablissement des flux dans lesdites quatrieme 
et cinquteme canalisations. 



25 20. Dispositif selon la revendication 18 ou 19, dans lequel les moyens pour 
P6tablissement des flux sont des moyens de pompage. 
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